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旨 
的分析の試みを行った。ヒトのT締抱を綿分類するマーカーとして Fc9セプター や， 脳と
関連したT細胞抗原 (BAT; brain associated Tcell antigen)，自己免疫疾患の患者車清中
に存在する NTA(natural thyrnocytotoxic autoantibody) と反感する抗原などを指標とし
た。各種自己免疫疾患の患者や，癌患者の末禎T細麹の質的変動を上述のマーカーを詣標と
FluorεscenceActivated 臨床免疫学における〔話題〕
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要
Fluorescence activated cell sorter (F ACS)を利用して，ヒトの末輪予ンバ球の免疫学
して調べた結果，正常人の末精T締抱と比較し，質的に著るしい変化が観察された。また，上
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(BA T (Brain associated T cell antigen) NTA (Natural ， 
thyrnocytotoxic autoantibody) HET (Hurnan ernbryonal ， 
thyrnocyte antigen) NK cell (Natural killer cell). ， 
述のマーカーに対する抗体と FACSを利用して， T組胞性の腫蕩〈自車病など)の表面抗原の
検索を行い，ある種 (Sezary症設群など)のT細胞性の麗蕩に特徴的な抗原を見い出した。 
1.はじめに
免疫友応に関与するリンパ球が， T細胞， B結胞の少
なくとも 2謹類存在するという事実の発晃は近年の細越
免疫学のめざましい発展の端緒となった。 
T細胞は遅廷型の免疫反M;，移植拒絶反応，麗蕩免
疫，感染防視などの細抱性免疫反志?こ直接関与すると
ともに， B細胞が抗捧産生組胞に分化成熟するのを王 
(positive)にも負 (negative)にも寵節する免疫中枢的
役割を辻たしている。この機能的多様性をもっT締抱群
を，最近発見された種々のす結抱表面のマーカーを利罵
してその機能的亘群 (subpopulation) に分類したり，
これらの免疫担当細血憶における相互作用を種々の Pン
バ球表面のマーカーを駆寵して解析する試みは現代免疫
学の大きなトピックスである。 
Stanford大学のL.A~ Herzenberg教授によ予発案
された FluorescenceActivated Cell Sorter (F ACS) 
は円このように機龍的多様性を持ち，護雑に相互作活
する免疫担当主因腔ならびにその免疫応答機構における意
義を解明していくうえにおいてまさに驚異的な機器とし
て登場して来たのである。 FACSのメカニズムの詳細
辻他に譲歩 1，2とその特教について述べると，筆先色素
をラベレした抗体で選択的に染色された歯々の生きた細
胞は，これまでは整光顕微鏡を用いて観察され，観察者
以外に客観的にその鐙光の強弱を示すことは函難であっ
たが， FACSで、は締抱の大小の半Ij定と同時に筆先の強弱
を電気信号に変え，付属のコンピューターで強弱の微妙
な差まで正確に解析することが可能で、ある。さらにコン
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ヒ。ューターで解析された個々の紹胞の構報をもとに目的
の締麹集毘を無菌的に，抵温で工秒関に約5000簡の割合
で分離することが可能である。もちろん分離された紹抱
はそのまま諸養したり，結胞移入の実験に洪しその機能
を謂べることができる。
ここではマウスで解明されつつあるT締抱亜群の概念
をもとに， FACSを沼いヒトのリンパ球，替にT紹抱
をいくつかの韮群に分類し，その各々の量的変動を調
ベ，種々のヒトの免疫異常の発生機序，病態を考察する
試みを中心に結介する。 
2. ヒトの T細癌表面のマーカー
雑系の動物であるヒトでは，たとえば純系のマウスの
ように特定の遺伝子表現をもっ拡原に対する同種抗体が
得られないため， T紐抱機能をマウスのように明確に分
類することは困難であるが，異種の動物に免疫した拭体
などを駆使してその機能的亜群を分類する試みが行われ
ている。
下記は現在われわれが築用しているヒト T紐胞表面の
マーカーである。 
CD 免疫グロプリン (IgG)の Fc部分に対する芦セ
プター (FcR)3，4) 
舎 ヒトの脳組識と T緯胞に共通に認められる技涼 
(brain associated T cell antigen; BAT) 5，6) 
③全身性ヱリテマト}デス 	  (SLむなどの自己免疫
疾患の患者血清中に見い出される， T結胞と特
異的に反応する抗体 (naturalthyr.nocytotoxic 
autoantibody; NTA丸町と反応する技原
その飽， T細胞と 3紐胞の数の比，患者車請中の 
NTAおよび強弱の経詩的変詑，アイソタイフ。(isotype)
なども調べている。 
T細胞の車群を譲べるためにはまず純化したT紐腹が
必要であるが，われわれは nylonwool colur.nnの手技
を利用してE締抱を除き純化したT細絶群を得ている。 
(nylon wool colur.nnを通過したリンパ球に含まれる細
胞表面免疫グロプリン揚性締抱 (B細胞)は 1%以下で
ある〉。 
Fig. 1aは nylon wool col ur.nnを還し未処置のT細
躍と， ir.nr.nune cor.nplex (hovine serur.nalbur.nin; 
BSAと壁光課識の抗 BSAよりなる)をT締抱と反感
させ FcR+のT細抱を検出した FACSの分析ノξターン
である。横軸は 1倍あたりの細胞の壁光の強さを，縦軸
は集積された締抱数を表わしている。最近，ヒトでは 
FcR+のT締胞群にはB結胞の技体産生を拘髄する抑制
性T細胞 (suppressorTcel)4)や，謹蕩締患と接触して
誠・強
それを融解させるリンパ球 natural killer cell (NK 
cell)などが含まれていることが明らかにされているへ
一般にこの FcR+のT締抱はロゼット形成法10，11)で分
離されているが， FACSを用いても容易に分離，解
析できる また， マウスの実験で辻 FcRー の T組抱G
群にはヘノレバー T組臆 (helper Tcell)が含まれ12L 
FcR+のT翻腔群には kil1erT細胞や13，41)，持掛註T結
胞15)， NKce1l16)，Conαnavalin A に反応する締抱群17)
などが含まれていることが知られている。このように 
FcR+のT細胞群はいくつかの異なった免疫学的機龍を
もっT締胞群の集団で、あり， FcR+のT細胞の全鉢の量
が増減したからといって，いきなりそのなかのひとつの
機能の増減を反挟しているわけではない。したがって他
のいくつかのマーカーを使ってT締抱を解析し， FcR+ 
のT細胞との梧関を読べ， T細胞群をなるべく正確な機
能的軍群;こ分類したいというのがわれわれの夢である。
そこで上述のT細趨のマーカー相互の関係について調べ
るため， FcR+のT組組と FcRー のT細胞をそれぞれ 
FACSで生きたまま分離し，上述の抗 BAT，NTA
で染色した後， FACSで再び、解析し， BAT抗原量， 
NTA反応性抗原量との相関を調べる試みを行った 
(Fig，1b，c)。抗 BATで分析したものを見ると FcRー
のT細臆辻抗 BATで暗く， FcR+のT組抱は明るく
染色される群に属することが明らかになった。抗 BAT
による分析に比べればそれほど顕著ではないが，詞様の
ことが NTAの分析でも見られる。最近， SLEを自然
発生する NZBマウスから持られる NTAは抑制性 
T細麹を選択的に障害することが明らかにされている
がls，m，この事実を考え合わせるとおそらく FcR+の 
T組組群で， NTAに明るく染まる細胞群に持制性T締
胞が罵することが撞察される。 
3. 自己免蜜疾患における T額胞亜群の変動
自己免疫疾患成立の要因のーっとして，抑制性T紐臨
機能の低下が早くから注居されてきたが，事実この持制
性T細胞機能の低下によると思われる知見がつぎつぎに
明らかにされつつある20)。 そして最近では， NZBマウ
スにおいて特定の遺伝子表現で特徴づけられたリンパ球
亜集団の減少が自己抗体産生の鍵をにぎるとも考えられ
ている21)0
前述のごとく NZBマウスの NTAが抑制性T締抱
を選択的に障害することや，このマウスの自己免疫病の
発生が，時間的記抑制註T締抱の減少の後にひき続いて
起こることを考え合わせると，ヒトの昌己免疫疾患にお
いてこの抑朝性T紹胞が量的に誠少しているかどうかを
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知ることは，病態の成立機序を知る重要な手がかりとな
るものと考えられる。
そこでマウスの NTAに相当する抗体を得るため，
いくつかの SLE患者血請を FACSを使って検討した
た。 Fig. 2は， 同ーの正常人の T締認を患者血清で染
色した後， FACSで分析したものである。いずれの倒
においても，正常入車清で染色されたT細胞はまったく
壁売を示さず，匿の左方に単一のシャープな蜜光陰性の
ピークが見られる。 しかし罰一条件下で， SLE及び慢
性関節ヲウマチ  (RA)患者血清で染色された細麹は  
heterogeneousな分析ノξターンを示し，明るく壁光を発
する細砲からほとんど染色されない結抱まで語広く分布
する。 また， ある患者からの技体はきわめて hetero-
geneousにT細胞群を染色するのに対し， }jIJの患者から
の血清では比較的暗く，やや homogeneous~こ結胞群と
反応していることがわかる。
この事実は， ヒトの自己免疫疾患で出現する NTA
が，かならずしも開ーの抗原に対する均一な抗体ではな
く，おそらくはいくつかの亜集団に対してそれぞれ異な
った特異性を示すような抗捧の集まりであることを示唆
している。
ちなみにこのような NTAの出現頻震は SLEで33% 
(8例/担保)， RA 23% (15例/66例)， 進行性全身性硬
長痘  (PSS)25% (6例/24弼)，であった。 また正常人
20伊ij，気管支続息患者24例を対照群として調べたが全例
捨i生であった。
興味あることは NTAの濃震を経詩的に調べてみる
と，疾病の経過に忠じて変化し， しばしば増悪期に泣  
NTA譲度が上昇し，その反対に緩解期にはほとんど  
NTAを検出することができない剖も認められた。
一般に SLE患者で観察されるリンパ球減少症におい
ては， B結抱よ予も T緯胞数が減少していることが知ら
れておれ2)，その減少程度は血清中の封TAの濃度と
密接な関連をもつものと考えられている。そこで SLE， 
PSSの患者自身のT締抱を NTAで染色し， FACS 
で分析して， T締胞群にどのような変化が見られるかを
検討したものが Fig. 3である。結果は図で明らかなよ 
Fig. 3. Typical staining profiles of peri-
pheral T cells from SLE and PSS 
patients stained with NT A 
うに患者の T細抱群では正常人で  NTAに明るく染色
される T結胞が選択的に減少し，培く染まる締抱群，す
なわち NTAと反応しない (NTA反応性抗原濃度の
抵い) T細胞が相対的に増加していることが自立った。
この事実は， NTAとの反志性が高い細抱群が選択的;こ
聾害除去され，その結果として T細胞の亙群の分容に変
北が起こったものと考えることができる。このような変
北はしばしば病態と平行し，緩解期には NTA反tt;性
細抱群が正常近くまで回復することも見られ，病状の経
過観察の一助に FACSが利用できる可能性を知ること
ができた。
以上のような分析結果から， ヒトの自己免疫疾患で
は，血請中の NTA濃度および諒TA反応性の  T細胞
数が変化することが明らかになった。 また， NZBマウ
スにおける一方的に進む NTA産生と異なり汽おそら
くは治療などによりある程変可逆的であることは治療効
果を調べる指諜として FACSが利用できるとも考えら
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Fig. 4. Typical staining p初日es of peripheral T cells from stomach cancer 
patient stained with anti-BAT 
れた。 
4. 担癌患者における T細詰E詳の変動
一般に担癌患者においては，結賠注免疫反応の低下が
種々の検索によ歩調べられている。また，癌治療のひと
つのアプローチとして議々な免疫療法が注自されている
現在，発密機構における免疫学的背景の解明には多くの
試みがなされている。
われわれは前述のようなT細胞のマーカーを用いて胃
癌，日穿脱癌，前立藤癌，悪性繊毛上史腫などの患者末指 
T細抱を対象として FACSで、そのT結胞亙群の変動の
検索を行っている。 Fig. 4に術訴の賓癌患者の末檎T
締抱を抗 BATで染色したものを示したが，正常人の
分析ノξターンと異なり， BAT抗原量の多い緯胞群が減
少していることが明らかである。ちなみに詞様の分析を
胃癌患者13街について調べてみたところ11例までが陪撲
のパターンをと担， かつ癌の進行度に伴い BAT抗原量
の多い組組群が失われていく額向がみられた。しかし，
現在のところこの癌患者で減少している抗 BATに強い
反応性をもっ細抱群が免疫学的にどのような機能を担っ
ているのか，また発審議第といかなる関係にあるかは誌
とんど不明である。そこで BAT抗原量を指標として，
T細臆の機能的重群がどのように分類されるかを調べる
目的で， 正常人のT締抱を抗 BATで染色し， 明るく
染まる結抱群 (30%)と培く染まる締抱群 (30%)を 
FACSで解析し， 生きたまま締臨を分離後，培養系
に移し mitogenである concanavalinA (Con A)， 
phytohemagglutinin (PHA)に対する反;;tを調べた。結
果は Table 1に示したごとく，抗 BATで暁るく染ま
る露国語群 (brightes30%)が培く染まる結抱群(dullest 
30%)に詑べ， ConA，PHAに対してより強く反応し
た。この事実より推論すると，胃癌患者で失なわれてい
る細泡群が ConA，PHAともに比較的強く反応する
細胞群であることが考えられる。そしてこの現象は一般
に知られている癌患者における ConA，PHA反志の抵
下という現象と一致する。同じようなことが NTAに
よる染色で緯抱群を分離したときも観察されているが，
やがて将来辻このようにして FACSで分類したT締抱 
Table 1. 	 Con A and PHA responesiveness 
of the brightest versus the dullest 
T cell population stained wIth 
anti-BAT 
Con A PHAMedium (20μg/ml) (20μg/ml) 
lJnseparated 3300 34700 53900 
Dullest (30%) 300 13200 18600 
Brightest (30弘) 1600 22200 33800 
(cpm) 
群が，その也の彊々の免疫反;;tにおいて，機能的にどの
ように異なった歪群で、あるかが窮らかにされていくであ
ろう。 
5. 1)ンパ球増殖性彊霧の解析
免疫学的方法で明確にされた謹々のヲンパ球表面マー
カーを指標として， ヒトの主;こりンパ性白皐病細抱表面
の性状を調べ， リンパ球の分化過程の研究や，白車病の
分類に役立てようという試みがさかんに行われている
カ ~23-26\ FACSはこの種の研究に実に有男な手段を提
供している27，28)0 
一殻に，現在しばしば寵用されているヒトジンパ球の
マーカーとして辻ヒツジ赤血珠結合ロゼット (E-rosette)，
ヒツジ赤血球・抗体・補体ロゼット (EAC掴 rosette)，表 
E免疫グロプFン， 及び説T細超特異血j育 (ATS)，抗 
B細超特異皐清 (ABS)などの異種動物で作製した技血
清による細語障害試験もしくは壁光抗体による染色法
である。しかし，本来語蕩化した細抱であるため，マー
カ}を治夫していたり， たとえ存在しでも量的に少な
し検知できなかった予して，時には正常リンパ球とは
異なったマーカー桔互関の関連が観察されることもあ
る。
われわれは，マウスにアナロジーをもとめて，ヒトT
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Fig. 5-a unabsorbed Fig. 5-b abs. with P_ B. L 
anti-BAT 
Fig. 5-c unabsorbed Fig. 5-d abs. with P. B.L 
anti-HET 
一一一一一:Norrnal _ー一一ー  ー:5るzarysyndrorne 
Fig. 5. Analysis of P.B.L.of Sezary syn-
drome patient 
組組の分化過程によって量的に，また実的に異なる技原
信ifferentiationantigen)に対する抗手本を非製し，種々
のT細胞由来の締患の分化段階を， FACSを和用して
調べる試みを行っているのでその要約を以下に述べる。
まず単純に拡 BATを用い，紅皮症を倖なったT細
胞由来の岳血病として知られている Sezary痘挟群の末
檎リンパ球を FACSで分析してみると， Fig. 5aに示
すように正常人の分析ノξターンに比べ BAT抗原量の
著るしく多い結胞群が著増していることがわかる。ま
た，ウサギで作製したヒト胎克鞠腺抗原 (humane泊 a 
bryonal thymocyte antigen; HET)に対する抗鉢〈技 
HET)で染色しても，正常人の分析ノξターンとは異なヲ，
明るく染まる綿臨群が増加していることがわかる (Fig. 
5c)。つぎにこの技 BAT，抗日ETのそれぞれを王常
の末積T紹抱で吸殺し，未熟なT紹抱としか反応しない
技体が残っているのではないかという誰定のもとに吸
収後の抗血請で患者の末捨Pンパ球を染色してみた。そ
の結果は Fig.5bに明らかなように患者の末補予ン
パ球には正常の末語、リンパに誌とんど存在しない BAT
技原の一部が著明に増加していることがわかる。この事
実は抗 BATが正常の末檎T結抱抗原と反応する読体
のみならず，このような末熟な白血病紹胞と関連した抗
原と反応する拡体を合わせ持つことを示唆している。な
お，抗豆ET~こ関しては抗 BAT と異り， 正常の京橋 
Pンパ球で、吸収すると，彊蕩組組と反応する抗体が全部
吸収されてしまうところから (Fig.5d)，技豆ETのほ
とんどは分化したT緯抱に特有な技涼と反志する抗体よ
りなるものと考えられる。
同議の解析を{可例かの自車病について行ったところ 
(Fig. 6)，T紐胞性の慢性リンパ性白血病 (chronic 
unabsorbed abs. with P.B.L. 
anti-BAT 
abs. with P.B.L. 
anti-HET 
一一一:Normal -一一ー:CLL (Tcell type) 
Fig. 6. Analysis of P.B.L. of CLL patient 
(Tcell type) 
lymphatic leukemia: CLL)の末檎リンパ球は BAT
誌原が増加しているが，増加した抗京はいずれも拭 
BATを正常の末治リンパ球で吸収すると消失してしま
い，抗 BATで検出できる未分化のT縮担に特有の抗
原を有しているとは考えられなかった。それに対し，皮
虜浸潤を伴なったT締抱由来のリンパ腫として知られ
ている菌状息肉症 (mycosisfungoides) の麗蕩細泡，
岩手芽球勢 (pure red cell aplasia; PまCA) の胸膜腫 
(thymoma)では Sるzary症候群の末梢リンパ球と同
議，抗 BAT読体中の未分化なT紹胞とのみ反忘する
抗体(正常末措T細胞で吸収後の技 BAT) と強く反応
することがわかった。
これらの結果から T細胞性の白血病がその表面抗累の
いくつかを指標として，再分類される可能性も示唆され
るが，そのために誌もっと多くの症例の検索が必要であ
ろう。 
6. 産科領域への応用
妊振2-3カ月より母体末槍車中に出現する少数の給
見リンパ球(約 1/30∞但)を，父親の白血球技原告u-
man leukocyte autigen; HLA) に対する抗体で染色
し， FACSを用いて分離後， 土音養系に移して染色体異
常ないしは代謝異常を早期に診罰する試みも行われて
いるお〉。また， Rh不適合妊振において母体末梢車中
へ流入した拾児赤車球を抗まh (D)で染告できること
から，胎児赤車球による感作を監視する試みも行われて
し¥る28)。
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7. おわりに
この FACSを適切に捷うにあたっては，良質の異種
または同種の抗体や壁光抗体の作製が重要なポイントで
あることはいうまでもないが，抗体の頭取，およびその
力値，特異性を厳重にチェックL-，同時に適確ないくつ
かの対照群 (control)の分析に立脚しないと結論を誤ま
る危験性がある。また，分離した紹抱を培養する場合に
は，自路内の無菌化や無菌操作などに多少手技的な熟練
を要する点もある。 
FACSは捷い方によヲ，その解析能力，分離能力と
も他に比較すべきもののないほど有用な機器であり，結
語生物学の進歩に立脚し免疫学のみならず，彊療学，血
液学，老年病学などその応用範囲はますます拡大してい
るが，臨床r，tflについてはまだその緒についたところで
ある。
稿を終えるに当にご指導を賜わりました本学免疫研
究部多田富雄教授，多くの症例検討の機会を与えて下さ
いました第二舟科富岡玖夫先生， 絡環器科岩陪正美先
生，京膚科呂辺恵美子先生，産婦人科却藤孝子先生，第
二外科落合武徳先生，整形外科松井宣夫先生，勝呂律先
生に謀議?致します。また，終始，甚大な技衛的協力を頂
いた免疫研究部技官高橋英賠氏に深謝致します。
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